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               論   文   の   要   旨 
 
乾燥地・半乾燥地において生物資源の生息を支える水資源は、二つの大きな問題に直面している。量的
な不足と、量的な不足をさらに悪化させる水質汚染である。特に界面活性剤は廃水の一般的な汚染物質の
中でも多量に排出される汚染物質の１つである。界面活性剤の中、直鎖アルキルベンゼンスルホン酸ナト
リウム（LAS）は洗濯洗剤や皿洗用洗剤などの洗剤で使われる主要な陰イオン界面活性剤の一つであり、
LAS を含む洗剤は廃水環境中に放出され、河川、地下水、土壌などの異なる地域環境の汚染に関与する。
さらに、LAS は陸生・水生生物にとっても有毒な化合物であり、その環境リスク管理は非常に重要である
と言える。 
本研究では、北アフリカのチュニジアのSfax市の化粧品工場から排水される陰イオン界面活性剤とLAS
を高く含有する工業廃水を乾燥地・半乾燥地における廃水中の LAS による汚染モデルとし、処理手法の
効率化・安全性に着目した。ここで用いられている手法は、石灰と硫酸アルミナを用いた凝固-凝集による
物理化学的前処理と、生物膜バイオリアクター による生物処理からなり、法律に適合した界面活性剤処理
済み処理水が排出可能となっている。一方、汚染濃度だけが終点レベルにおける真の影響を必ずしも反映
するとは限らないため、特に環境中の汚染混合物の蓄積と相互作用に鑑み、濃度よりむしろ総合的な生物
影響に焦点をおくべきであると考えられる。しかしながら、環境と人間の健康のリスク管理のための現行
の手法は、個々の汚染成分の濃度に着目している。したがって、類似した作用機序を持つ汚染混合物の暴
露から生じる毒物学的影響と蓄積的影響を考慮した、毒物評価のための新しい手法の開発が必要である。
さらに、近年、動物愛護法の観点から国際的に毒性試験のための動物の使用を減らし、ヒト細胞と組織モ
デルを使用することが奨励されている。本研究ではバイオマーカーによる LAS に対する環境リスク評価
のための新規手法の確立を検証した。特に、ヒト由来細胞を用いて LAS の影響を調べた研究が極めて少
ないため、ヒト腸管上皮細胞である Caco-2 細胞を用いてヒト腸管上皮における LAS の影響を調べた。こ
の Caco-2 細胞は人体が摂取した成分が高濃度で接触することから環境汚染物質の細胞毒性研究において
汎用されている細胞である。さらに、プロテオミクス手法により、LAS の影響に関連する分子メカニズム
を解析し、今後の LAS の環境リスク評価研究において有用で、より信頼性の高いバイオマーカー候補の
同定を行った。同定したバイオマーカーの確認は、北アフリカのチュニジアの Sfax 市の化粧品工場から
排水される LAS を高く含有する工業廃水を用いて検証を行った。 
その結果、ヒト腸管上皮細胞に対して LAS は高濃度と低濃度において異なる影響を及ぼすことを明ら
かにした。高濃度の LAS においては、時間および濃度依存的に細胞増殖抑制効果を示し、低濃度の LAS
においては、細胞分裂促進作用と見られる細胞増殖促進効果を示した。50 ppm を上回まわる高濃度の LAS
はヒト腸管上皮細胞に対し、細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を介して酸化ストレス（ROS）を誘導し、
時間・濃度依存的に細胞増殖抑制効果を誘導した。さらに、プロテオミクス手法から、LAS の細胞毒性影
響に関連する有用なバイオマーカーとして Calreticulin, Thioredoxin, Heat shock cognate 71 (HSP7C)
を同定し、リアルタイム-PCR 手法およびウエスタンブロッティング手法を用いて検証を行った。一方、1
〜15 ppm の低濃度の LAS においては、ヒト由来大腸がん細胞でもある Caco-2 細胞に対し増殖促進効果
を示した。この作用メカニズムとしては、Elongation factor 2 (EF2)と Dipeptidyl peptidase 3 (DPP3)
の発現増加と14-3-3 protein theta(14-3-3T) の発現抑制による細胞周期のS期の細胞数の増加により誘導
される可能性が示唆された。同定したバイオマーカーは、北アフリカのチュニジアの Sfax 市の化粧品工
場から排水される LAS を高く含有する工業廃水の暴露後にも特異的にその転写が活性化されることを見
出した。 
本研究におけるヒト腸管上皮細胞に対する LAS の影響をまとめると、高濃度の LAS は Caco-2 細胞の
細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を介して酸化ストレスを誘導することにより時間・濃度依存的に細胞
毒性を示した。この LAS の細胞増殖抑制に対する細胞応答バイオマーカーとして、Thioredoxin, 
Calreticulin, HSP7C を見出した。これらのバイオマーカーは LAS の細胞毒性作用を評価できる有用なバ
イオマーカーとして期待できる。低濃度の LAS は細胞周期促進を介した EF2 と DPP3 の発現増加と、
14-3-3T の発現抑制に起因するヒト大腸がんの増殖促進を誘導した。これらのバイオマーカーは、環境毒
性学と生物影響の総合的評価における新たな知見であり、より特異的で効率的な今後の環境リスク評価研
究のために有用であると考えられる。 
 
 
 
               審   査   の   要   旨 
 
 本研究で得られた、LAS に対するバイオマーカーの感度は、従来のバイオマーカーの対照として用いた
HSP70 と HSP90 よりも高く、LAS の環境リスク評価のための特異的でかつ有用なバイオマーカーであ
ると考えられる。作用機序の類似した毒物は、累積的に相乗作用効果を持つために、より影響を与えやす
い。そのため、毒物の作用機序に関する情報を蓄積することは、毒物の累積効果・相乗効果の予測におい
て有用である。今後、さまざまな環境汚染化学物質に反応して転写活性するバイオマーカーの検出は、累
積的なリスク因子の生物影響評価のために非常に重要であると言える。さらに、本研究は界面活性剤の環
境リスク評価研究および環境安全ガイドラインの構築に大いに貢献することが期待できる。 
平成２６年５月２６日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試
験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全
員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（学術）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
